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抗ガン性酵素メチオニン γ-リアーゼに関する研究
田 中 英 彦
（生物資源化学講座）
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は じ め に
私が岡山大学に赴任したのは1988年６月であった．そ
の間気持の暖い先輩，同僚，後輩に恵まれ，15年間を楽
しく過ぎようとしている．私は一貫して含硫・含セレン
アミノ酸を中心に酵素化学を研究してきた．ここでは抗
ガン性酵素メチオニンγ-リアーゼの発見，反応機構，ク
ローニング，酵素の構造解析を中心に，その応用を含め
て記述したい．
性 質
微生物のメチオニン代謝に重要な位置を占めるピリド
キサールリン酸（PLP）酵素メチオニン γ-リアーゼを
Pseudomonas putidaから２段階のカラムクロマトグラフ
ィーにより均一に精製した???．本酵素の分子量は174,000，
SDSでの電気泳動では単一バンドを与え，その分子量は
43,000であった．そのことから，本酵素は同一のサブユ
ニット４個から構成されていることが示唆された．本酵
素は，280（ε＝134,000）と420nm（ε＝38,900）に吸収
極大を示した．本酵素に結合する PLP 量をフェニルヒ
ドラゾン法と３-メチル-２-ベンゾチアゾロンヒドラジン
法によって測定し，4,06mol/174,000 の値を得た．Ｌ-
メチオニンは化学量論的に本酵素によってα-ケト酪酸，
メタンチオール，アンモニアに分解した．Ｌ-メチオニン
の他にＬ-メチオニンやＬ-システインの各種誘導体，Ｌ-エ
チオニン，Ｌ-メチオニンスルホン，Ｌ-ホモシステイン，
S-メチル-Ｌ-システインや O 置換-Ｌ-ホモセリン，ＤＬ
-セレノメチオニン，O-アセチル-Ｌ-セリン（Table１）
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が良好基質として作用した．一方，Ｄ-メチオニン，Ｌ-ノ
ルロイシン，Ｌ-シスタチオニンは作用しなかった．
さらにＬ-メチオニンとエタンチオールを本酵素とイン
キュベートした時，新しい含硫アミノ酸の生成が観察さ
れた．その生成物はＬ-エチオニンとメタンチオールであ
った．Ｌ-エチオニンはまた脱離反応であるＬ-メチオニン
の誘導体とエタンチオールの間にも生成した．置換反応
に対するこれら基質の反応性は脱離反応の基質の反応性
とはかならずしも一致しなかった．さらに本酵素は S-メ
チル-Ｌ-システインとエタンチオール間でのβ置換反応を
触媒した．エタンチオールの代りに各種のアルカンチオ
ール（Ｃ?～Ｃ??）やアリルチオアルコール（ベンゼンチ
オール，β-ナフタレンチオール）を用いた時も新しいア
ミノ酸の生成が観察された．以上の結果から，次のよう
に，本酵素は α，β-とα，γ-脱離反応を触媒する他，β
-と γ-置換反応を触媒することが観察された．
RXCH?CH?CH(NH?)COOH
＋H?O→RXH＋CH?CH?COCOOH＋NH?，
＋R’X’H→R’X’CH?CH?CH(NH?)COOH＋
RXH
 
RXCH?CH(NH?)COOH
＋H?O→CH?COCOOH＋RXH＋NH?，
＋R’X’H→R’X’CH?CH(NH?)COOH＋RXH
Ｘ＝S， Se， O， X’＝S
この事実は，本酵素は含硫・含セレン，含酸素アミノ
酸のＣ-Ｓ，Ｃ-Se，Ｃ-Ｏ結合を切断するが，ノルロイシ
ンやノルバリンのＣ-Ｃ結合は切断しないことを示してい
る．本酵素はさらに，触媒中の重水素と，各種直鎖のＬ-
アミノ酸のプロトン交換反応を触媒する．その結果，Ｌ-
〔α-?Ｈ,β-?Ｈ?〕-メチオニン，Ｌ-〔α-?Ｈ,β?Ｈ?〕-ノ
ルロイシン，Ｌ-〔α-?Ｈ,β-?Ｈ?〕-ノルバリン，Ｌ-〔α
-?Ｈ,β-?Ｈ?〕-α-アミノ酪酸，Ｌ-〔α-?Ｈ,β-?Ｈ?〕-ア
ラニンは酵素的に生産することができた??．
また，ガン細胞に本酵素を添加すると，ガン細胞の増
殖が止まった．これは本酵素が抗ガン活性を持つことを
示唆する??．
ガン細胞の増殖はＬ-メチオニンを必須とするがこれを
分解することにより，根元的に絶つための結果に起因す
ることが分った．これにより本酵素の医薬品として利用
する方向が決まり，本酵素の安定性（プロテアーゼによ
る消化防止）や PLP の脱落防止等の解決策が検討中で
ある（後述）．
反 応 機 構
Ｌ-ビニルクリシンは通常，PLP酵素のアミノ基転移酵
素の自殺基質として作用する．しかし，Ｌ-ビニルグリシ
ンは本酵素によって作用し，また各種アルカンチオール
類とのγ-付加反応の基質として作用した．その結果，本
酵素のα，γ-脱離反応やγ-置換反応はFig.１のように，
ビニルグリシン-PLP キノイド中間体をへて進行するも
のと予想された??（Fig.１）．
．クローニング
Ps,putidaのＬ-メチオニンγ-リアーゼを大腸菌にクロ
ーニングし，本酵素の一次構造を明らかにした．本酵素
は398アミノ酸残基からなり，その推定アミノ酸配列は，
他の知られているγ-family PLP酵素と26～43 の相同
性を示した（Fig.２）．本酵素において以前に化学修飾剤
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Table 1  Substrate Specificity.
Substrate  
Relative activity%??
Elimination Replacement
Ｌ-Methionine 100 100
Ｄ-Methionine 0 0
Ｌ-Ethionine 55 57
ＤＬ-Methionine sulfone 55 39
ＤＬ-Methionine sulfoxide 21 43
Ｌ-Methionine sulfoximine 1 5
S-Methyl-Ｌ-methionine 4 0
Ｌ-Homocysteine 180 176
O-Acetyl-Ｌ-homoserine 140 202
O-Ethyl-Ｌ-homoserine 99 nd??
ＤＬ-Selenomethionine 282 114
Ｌ-Norleucine 0 0
Ｌ-Norvaline 0 0
Ｌ-Cysteine 10 59
Ｄ-Cysteine 0 0
Ｌ-Cystathionine 0 nd
 
S-Methyl-Ｌ-cysteine 9 125
O-Acetyl-Ｌ-serine 15 nd
??The concentrations of amino acids were 25(elimination)and
 
100mM (replacement)except for Ｌ-cystathionine(5mM).
??nd:not determined.
Fig.1  Proposed mechanism for theα,γ-elimination andγ-
replacement reactions of L-methionine and L-vinyl-
glycine catalyzed by methionineγ-lyase.
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の研究から同定されていたシステイン残基（Cys116）は??，
他の酵素では保存されていなかった．しかしながら，本
残基を含む領域（Tyr114＋Gly115-Cys116）は高度に保
存されており，特にTyr114は，全てのγ-family PLP酵
素において保存されていた．そこで Tyr114を Pheに変
換させたＹ114Ｆ，及び Cys116を Ala，Glyにそれぞれ
変異させたＣ116Ａ，Ｃ116Ｇ変異酵素を作成し，これら
残基の役割を検討した．
野性型酵素及び変異酵素の大量発現系を構築し，大腸
菌クローンからこれら酵素を均一に精製した．Ｌ-メチオ
ニンに対する定常状態反応速度定数（k cat，K mを算出
した結果，Ｃ116Ａ，Ｃ116Ｇ変異酵素は野性型酵素の18
及び11 の k cat 値を示し，Cys116は反応機構に直接
関与しないことを結論づけた．一方，Ｙ114Ｆ変異酵素は，
１/960まで k cat 値が減少した．本変異酵素の K m 値
は，ほとんど変化しなかったので，Tyr114は，反応機構
のどの段階に関与するかを明らかにするために，Ｌ-メチ
オニンγ-リアーゼの推定反応機構に基づき，１)基質ア
ミノ酸と PLPのアルドイミン形成，２)基質の α-プ
ロトンの引き抜き，３)β-プロトンの引き抜き，４)γ-
位の脱離，５)α-アミノ基の脱離，の５段階に大きくわ
け，各段階におけるTyr114の関与を評価した．その結果，
Ｙ114Ｆ変異酵素は，γ-脱離基の脱離が著しく阻害される
ことを明らかにした．したがって，Tyr114は，おそらく
基質のγ-脱離基の脱離を促進するための酸触媒として反
応機構に関与することを提案した（Fig.３）．
Ｌ-メチオニンγ-リアーゼ遺伝子の下流域に大腸菌ピル
ビン酸デカルボキシラーゼＥ１と高い相同性を示す遺伝
子の５′末端部分を見いだし，両遺伝子がオペロン（mde
オペロン）を形成していることを明らかにした??．完全な
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Fig.2  Comparison of the deduced sequences of methionineγ-lyase,and otherα,γ-elimination andγ-replacement pyridoxal-
P enzymes.The residues are numbered according to to the sequences of methitonineγ-lyase.Deletions introduced the
 
seqeunces are indicated by hyphens.Residues that are conserved in all the sequences compared with that of methionine
γ-lyase are boxed.?,pyridoxal-P binding lysine residue.◆,proposed essential cysteine residue for methionineγ-lyase.
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オペロン構造を明らかにするために，Ｌ-メチオニンγ-リ
アーゼ遺伝子の上流域及び下流域を含む15kb DNA段片
を大腸菌にクローニングした．本オペロンの転写単位は，Ｌ
-メチオニンγ-リアーゼ（MdeA）および α-ケト酪酸デ
カルボキラーゼ（脱炭酸酵素）Ｅ１（MdeB）からなり，
mdeB遺伝子の下流には，Ｄ-因子依存性転写終結構造が
観察された．mdeAの257bp上流には，本オペロンとは
逆方向に転写される調節タンパク質（MdeR）がコードさ
れていた．MdeRは159アミノ酸残基からなり，Lrp-family
調節タンパク質に属される．MdeR が mdeオペロンの
プロモータ活性に必須な正の調節タンパク質であること
を明らかにした．しかしながら，Ｌ-メチオニンとMdeR
によるmdeオペロンの誘導は，大腸菌では観察されなか
った．
MdeBは893アミノ酸残基からなり，これまで明らかに
されているグラム陰性細菌のピルビン酸脱炭酸酵素Ｅ１
と55～60 の相同性を示した．本酵素の大量発現系を構
築し，本酵素を均一に精製し，酵素化学的諸性質を決定
した．本酵素はグラム陰性細菌のピルビン酸脱炭酸酵素
Ｅ１とは対照的に，α-ケト酪酸に高い基質特異性を示し
た（触媒効率はピルビン酸の30倍）（Table２）．したが
って，本酵素は，基質特異性が新規のα-ケト酪酸脱炭酸
酵素Ｅ１である．この結果は，本酵素がＬ-メチオニンγ-
Fig.4  MGL,CBL,CGS の活性部位の比較
Fig.3  Proposed role of Tyr114,as a general acid catalyst in
α,γ-elimination reaction mechanism of methionine
γ-lyase.
Table 2  Comparison of the kinetic constants forα-ketobu-
tyrate, pyruvate and α-keto-n-valerate of α-
ketobutyrate decarboxylase E 1.
Substrate  
K m
(mM)
K cat
(s??)
K cat/K m
(s??/mM)
α-ketobutyrate 0.016 17.1×10?? 10.69
pyruvate 0.147 5.36×10?? 0.364
α-keto-n-valerate 0.149 12.8×10?? 0.859
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リアーゼにより生じたα-ケト酪酸を特異的に代謝する役
割をもつというオペロン構造上からの提案を支持した??．
Ps. putidaの粗酵素液に対しウエスタンブロット分析を
行い，培地中のＬ-メチオニンによって本酵素が誘導され
ることを確認した．また本酵素は，Ps. putidaにおいて
はＬ-メチオニン誘導性の α-ケト酪酸脱炭酸酵素複合体
として存在したし，ピルビン酪脱炭酸酵素にかわって，
α-ケト酪酸からプロピオニルー CoAへのスムーズな代
謝に関与することが示唆された．
．今後の研究方針
Ｌ-メチオニンγ-リアーゼ（MGL）と同パターンの反応
する酵素シスタチオニンγ-シンターゼ（CGS）やシスタ
チオニンβ-リアーゼ（CBL）の活性部位の立体構造は類
似していることを実証した（Fig.４）．又その作用に関与
するアミノ酸残基をFig.５のように特定した．さらに医
薬品として用いる際の不利な点，血中おける酵素の不安
定要因を次の４点を中心に，１)プロテアーゼによる消
化，２)ダイマー構造の解離，３)活性部位の酸化，４)
PLPの脱離，その解決策として，１)プロテアーゼ認識
部位のアミノ酸の変換，２)ダイマー中のサブユニット
間のＳ―Ｓ架橋，３)酸化されるアミノ酸の置換，４)酵
素と PLP との相互作用（水素結合）の増強であり，Ｋ
６Ｈ，Ｆ128Ｃ，Ｓ284Ｃ，Ｙ189Ｅ，Ｌ341Ｈ等の変異酵
素を作製して，今後検討する予定である．
本研究を遂行するにあたり終始御指導，ご鞭撻を賜まわった恩師，
京都大学名誉教授，関西大学名誉教授，左右田健次博士に深く感謝
の意を表したいと思います．また，岡山大学時代の稲垣賢二教授，
田村隆助教授，木村吉伸教授，杉本学助手には沢山の御支援をいた
だき心より厚く御礼を申し上げます．さらに，京都大学時代の京都
大学教授，江崎信芳博士，大阪大学教授，谷沢克行博士をはじめと
する共同研究者の皆様に心より感謝いたします．
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